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研究成果の概要（和文）：本研究では，微小気泡を付着させた細胞への超音波照射により細胞内に遺伝子や薬剤を導入
する手法に関する実験的検討に必要となる２つの要素技術について検討した．気泡による導入はその付着位置に起きる
ため，気泡の大きさや位置の制御により導入を制御することができる．そこで本検討では，気泡捕捉用光ピンセットの
捕捉力を改善し，従来困難であった細胞核上への気泡の移動を実現した．また，細胞膜の張力が低く損傷細胞の修復力
が高い生体内に近い状態での実験を実現することを目的に直径１００ミクロン程度の微小細胞培養ウエルを開発した．
さらに，これを用いた細胞内導入実験を行い，容器の有用性を確認した．

研究成果の概要（英文）：The studies investigated the two elemental technologies that are essential for 
experimental studies on gene and drug transduction by exposure of cells with attached microbubbles to 
ultrasound. Since the transduction occurs at the position of the attached bubbles, its efficiency can be 
controlled by the size and position of the attached bubbles. Therefore, in this study, conventional 
optical tweezers were improved to increase bubble trapping force to move a bubble on a cell nucleus. 
Small cell culture wells of around 100 microns were also fabricated to maintain cultured cells under in 
vivo-like conditions that have high cell membrane repairability. Transduction experiments were carried 
out using the fabricated wells, indicating that the wells are useful for basic studies on gene and drug 
delivery by ultrasound exposure.

研究分野： 医用システム

キーワード： マイクロインジェクション　超音波　微小気泡　光ピンセット　マイクロ流路
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１．研究開始当初の背景	 
　１つの細胞や胚内に確実に遺伝子を導入す
る手法としてマイクロインジェクション法が
あり，遺伝子改変動物の作成などに盛んに応
用されている．しかし，細胞に与える損傷が
大きく，小型の体細胞への導入成功率は低い．
一方，多数の細胞に一度に遺伝子を導入する
方法として，無害化したウイルスを用いるウ
イルス法と，物理的刺激を用いるエレクトロ
ポレーション法やソノポレーション法がある．
ウイルス法は導入効率が高いものの，遺伝子
異常を誘導する可能性が否定できない．一方，
物理的手法はウイルス法に比べて導入効率が
低く一過性の遺伝子発現しか得られないが，
安全性の高さが注目を集めている．しかし，
導入する細胞や導入部位を制御できないこと，
導入効率が低いことが大きな課題となってい
る． 
　研究代表者は，直径１ミクロン程度の微小
気泡が付着した細胞にパルス超音波を照射す
ると，その部位の細胞膜に微小穿孔が生じる
ことを世界に先駆けて報告し ( K u d o e t 
al., Biophys. J. 96:4866–4876)，これを用いれ
ば，細胞の任意の場所に安定的に遺伝子導入
が実現できる可能性があることを発想した．
しかし，その実現には，目標とする位置に安
定にマイクロジェットを発生させる技術と，
損傷した細胞膜を速やかな修復に導く技術を
開発する必要があった． !
２．研究の目的	 
 そこで本研究では，以下の３点の検討を行
うことを目的とした． 
(1) 我々が以前開発した微小気泡捕捉用光ピ
ンセットを改良し，細胞や培養容器の形
状も考慮して決定した最適な位置に必要
な大きさの微小気泡を3次元捕捉する技術
を実現する． 

(2) 細胞の膜張力が低下すると，膜損傷の修
復能が向上することが報告されている．
しかし，これまで我々がin vitro実験で用
いてきた条件は，生体内細胞よりも膜張
力が高い条件であった．そこで，生体内
の細胞に近い低い膜張力条件で細胞を培
養できる微小培養容器をマイクロ流路技
術を応用して開発する． 

(3) 上記２つのツールを用いて微小気泡や超
音波の照射条件を様々に変えてインジェ
クションを行い，細胞膜の損傷と修復が
安定して生じさせることの基本的な見通
しを得る. !

３．研究の方法	 
(1)光ピンセットの捕捉力向上	 
　波長1,064 nmのレーザ（光出力2 W, YLM-2-
1064-LP, IPG LASER）を用いて微小気泡捕捉
用光ピンセットを作成した．拡大した光ビー
ムを反射型空間光変調器 ( L C O S - S L M , 
X10468-03， 浜松ホトニクス)の液晶部に入射
することにより液晶に表示したホログラムに

より位相変調を行ない，ドーナツビームを
形成した．光ビームは，倒立型顕微鏡内に
設置したダイクロイックミラーから顕微鏡
の光路に導入し，観察用対物レンズの焦点
位置にドーナツビームを発生した．ドーナ
ツ型ビームとしては従来の L Gビーム
(Laguerre-Gaussian beam)に代えてベッセル
ビームを使用し，捕捉力強化のためにパラ
メータの最適化を行った． !
(2)細胞膜張力と損傷修復力の関連	 
　カバーガラスに細胞を播種して72時間程
度静置すると，細胞の一部のみがカバーガ
ラスに接着している球形の細胞と，仮足を
伸展して広がり細胞全体が接着している紡
錘形の細胞が，同一のカバーガラス上に混
在する状態を実現できる．両細胞とも播種
前の細胞の大きさには違いがないため，紡
錘形細胞の方が比較的大きな膜張力が働い
ていると考えられる．そこで，これら形状
の異なる細胞を選択し，光ピンセットを用
いて観察対象とする細胞のみに気泡を一つ
接触させた状態でソノポレーションを行なっ
た．気泡の大きさは直径2−5 µmの範囲と
し，各試行で細胞と気泡の相対位置関係が
ほぼ同一となるよう気泡位置を制御した．
気泡としてはバブルリポソームを用い，光
ピンセットで気泡位置を標的とする細胞の
所望の位置に捕捉した状態で最大負圧0.5 
MPa，波数3波のパルス超音波を1回のみ照
射した． 
　細胞損傷の程度の評価には，膜損傷発生
時にのみ細胞内に入り赤い蛍光を発生する
propidium iodide (PI)を用いた．超音波照射
直後における細胞内へのPI導入量は，細胞
膜に生じた損傷の大きさに比例すると考え
られる．そこで，照射直後に取得した蛍光
像から細胞内の蛍光輝度値を測定し，損傷
の大きさを表す指標とした．さらにこの値
と照射5分後の修復結果を対応付けること
で各細胞形状条件における修復可能な損傷
の大きさを評価した． !
(3)培養ウェル基板の作成	 
培養ウェルの作製にはフォトリソグラフィ

技術を用いた．ネガ型の厚膜フォトレジス
トであるSU-8 3050（日本化薬）をカバー
ガラス上にスピンコートし，フォトマスク
を用いて露光した．コーティングにはスピ
ンコーター（MS-A 100, ミカサ）を，露光
にはマスクアライナー（MA-6, ズース・マ
イクロテック）を用いた． 
　２種類のフォトマスクを作成した．マス
クⅠは直径15~50 µm（5 µm step）の円形を
15個並べたものを1行とし，それを16行並
べた16×15個の行列パターンを一区画とし
た．マスクⅡは直径100 µmの円形を8個並
べたものを1行とし，それを9行並べた9×8
個の行列パターンを一区画とし，16区画を
１つのマスク上に作成した． 



(4)ウェルでの細胞培養	 
培養ウェルを作製したカバーガラスを35 

mmシャーレ内に置き，紫外線による滅菌を
20分間行なった．その後，1×105個/mlの細胞
懸濁液を2 mL入れ，37℃，5%CO2，湿度100
％下で3日間培養した．細胞としてはヒト前
立腺がん細胞（PC-3）を，培養液は10%のウ
シ胎児血清を加えたRPMI1640培養液を用い
た． !
(5)伸展制御の評価	 
細胞を上記の高濃度条件で播種し，ウェル
内が細胞で満たされたものを観察対象とした．
細胞は直径100 µmのウェル（マスクⅡ）内で
培養し，微分干渉像を取得した．Image Jを用
いて微分干渉像からウェル内の細胞数をカウ
ントし，各細胞の接着面積を測定した．同様
の処理を計37個の培養ウェルに対して行な
い，ウェル内細胞の個数と接着面積の関連を
調べた． !
(6)ソノポレーション	 
ウェル内の細胞を対象にソノポレーション
実験を行った．倒立型顕微鏡を用いて，細胞
の微分干渉像と蛍光像を撮影した．顕微鏡の
ステージ上に置いた水槽の底面に穴を開け，
その上面に培養面を下向きにした細胞試料を，
下面には通常のカバーガラスを張り付けるこ
とで観察チャンバを構成した．チャンバ溶液
にはPIと直径約2 µm程度の微小気泡（バブル
リポソーム）を添加したHanks’ balanced salt 
solution (HBSS)を用いた．微小気泡が浮力に
より細胞に接着するのを待ち，集束型振動子
（中心周波数1 MHz）を用いて最大負圧0.5 
MPa, 波数3波のパルス超音波を1回照射し
た．超音波照射に伴う細胞の変化を15分間に
渡りタイムラプス観察した．	 !
４．研究成果	 
(1)気泡捕捉力が向上した	 
　改善した光ピンセットに採用したベッセル
ビームの捕捉力は，従来のLGビームに比べ
て最大2.4倍向上した．その効果を確認する
ために，細胞の核上に気泡を移動する実験を
行った．一般に，カバーガラス上に培養した
細胞は核の部分が他の部分に比べ厚く（10 µ

m程度），浮力に逆らって核上まで気泡を
移動することは難しい．そこで，気泡を核
上に移動できる割合を同じ細胞と気泡を用
いて比較した（図１）．その結果，核上へ
の移動ができた割合は，L Gビームで
6.7%，ベッセルビームでは73%であり，細
胞上の任意の位置でソノポレーションを誘
導するのに必要な捕捉力が実現されている
と考えられた．しかし，移動可能な気泡は，
細胞直下で浮遊している気泡のみであり，
細胞に接着した気泡を動かすことや，気泡
を光ピンセットのビーム方向に制御するこ
とはできなかった． !
(2)細胞膜張力が低いと損傷修復力が高い	 
細胞形状の違いよって膜修復能に差が現
れた一例を図２に示す．球形細胞と紡錘形
細胞に気泡を接触させた状態(a), (b)で超音
波を照射すると，気泡の周辺部位に損傷が
生じ，(c), (d)照射10秒後に撮影した蛍光像
からPIの導入が確認できる．この時点で測
定した細胞内の蛍光輝度の積分値は，球形
細胞は2.2×104，紡錘形細胞は2.2×104であ
り，両細胞に生じた損傷は同程度であるこ
とがわかる．ところが(e),(f)照射5分後の輝
度値は，球形細胞は1.1×104，紡錘形細胞
では9.6×104であり，大きな違いが生じて
いた． 
各形状の細胞27体に対してソノポレー
ションを行い，膜修復能を評価した結果を
図３に示す．黒点はネクローシスに至った
細胞，白点が修復に成功した細胞を示す．

図１　光ピンセットにより捕捉した微小気泡の細
胞核上へ移動．(a) LGビームでの捕捉が外れた
点． (b)ベッセルビームで核上に移動した微小気泡．

図２ 修復に成功した球形細胞（左）と失敗した紡
錘形細胞の観察例．(a), (b) 超音波照射前の微分干
渉像．(c), (d) 照射直後(~10 s)の蛍光像．(e), (f) 
照射５分後の蛍光像．
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また，各条件において修復可能であった最大
損傷レベルを実線で，修復不能であった最小
損傷レベルを点線で示した．修復可能であっ
た最大損傷レベルを比較すると，紡錘形細胞
の方が球形細胞に比べて1.5倍程度高い結果
となった．しかし，修復不能であった最小損
傷レベルは，紡錘形細胞の方が球形細胞に比
べて5分の1に低下する結果となった．また，
損傷レベルが1×103～1×105の範囲にある細胞
の膜修復率は，球形細胞は94% (18体中17
体)，紡錘形細胞では79% (19体中15体)であっ
た．これらのことから，比較的膜張力の高い
紡錘形細胞は，球形細胞に比べて膜修復能が
低く，より小さな損傷でも修復できない蛍光
にあることが確認された． !
(3)長期培養可能な培養ウェルを作成した	 
　マスクⅠで作製した培養ウェルの１例を図
４に示す．(a)は形状測定マイクロスコープ
（VK-X, KEYENCE）を用いて観測した光学
顕微鏡像，(b)は断面のプロファイルである．
ウェルの深さは40 µm程度で，ウェル内の細
胞が乗り越えない程度の深さが実現されてい
る． 
　作製した基板を培養液に液浸したところ，
開始から16時間未満で，SU-8層がカバーガラ
スから剥離した．そこで，基板にパリレンコー
ティングを施した結果，1週間程度連続浸漬
しても剥離が起きないことを確認した．しか

し，パリレン単独では細胞に対する親和性
が低かったため，さらにフィブロネクチン
（F-4759, SIGMA）のコーティングを施
し，細胞が良好に基板上で伸展することを
確認した． !
(4)培養ウェルは細胞伸展制御に有用である	 
作製した基板を用いて，異なる細胞密度

で培養を行なった結果を図５に示す．(a)で
はウェル内に伸展可能な領域が残っている
が，細胞が仮足を伸ばし伸展しているのが
わかる．(b)ではウェル内が細胞で満たさ
れ，丸みを帯びて培養されている様子が確
認できる．このことからウェル内の細胞数
により細胞の伸展程度を制御することの可
能性が示された． 
ウェル内細胞数と細胞面積の関連を調べ

た結果を図６に示す．ウェル内細胞数の増
加に伴い，細胞の伸展面積が減少する傾向
が見られた．細胞数が3個のときの平均接
着面積796±133 µm2 (n = 6)に対し，細胞数
が8個の場合は383±41 µm2 (n =5)と接着面
積は約半分となった．さらに，接着面積の
ばらつきも細胞数の増加とともに減少して
おり，より細かな制御が可能となる可能性
が示された．これにより，開発したウェル
は，細胞の接着面積の制御に有用と考えら
れた． 

図３ PI輝度で評価した損傷の程度と修復の可否との関連．(a) 紡錘形細胞，(b) 球形細胞．◆，●
は修復に失敗した細胞，◇，○は修復に成功した細胞．

図４　培養ウェルの外観． 
(a) 上面図，(b) 断面図．

図５　培養ウエルを用いた細胞培養．(a) 細胞
数3，平均投影面積 991 µm2， (b) 細胞数8．
平均投影面積  458 µm2
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(5)培養ウェルはソノポレーションの基礎実
験に利用できる	 

　開発した培養ウェルを用いてソノポレーショ
ンを行った結果の１例を図７に示す．(a)にお
いて気泡が接着した細胞に(b)で蛍光が観察さ
れたことから，膜損傷により細胞内にPIが導
入されたことがわかる．(c)は破線で囲った細
胞内のPIの蛍光輝度の時間変化を追った結果
である．超音波照射直後に細胞内にPIの蛍光
輝度が上昇し，約50秒後から輝度上昇が停止
したことから，膜修復が行われたことがわか
る．以上により，ウェル内の細胞に対してソ
ノポレーションを実現できることを確認した．!!
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図６　培養ウェル内の細胞数と細胞１個あたりの平均接着面積の関係
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Fig. 5. Cells cultured in wells coated with (a) parylene and 

(b) parylene+fibronectine.  

Fig. 6. Cells cultured inside wells at different population.  

(a) Three cells in well of 100 µm in diameter. Average cell 

adhesion area was 991 µm2 (b) Eight cells inside well. 

Average cell adhesion area was 458 µm2 

Fig. 7.  Relation between adhesion area and population of cells cultured inside well.  
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(a)  (b) 

Fig. 9. Change in cell fluorescence during sonoporation. (a) Differential interference 

contrast image of cell before US expojure. (b) Fluorescence image of after ultrasound 

exposure. (c) Temporal variation of PI fluorescence intensity of sonoporated cell. 

 

Fig. 8. Cells cultured in (a) well of 

50 µm in diameter and (b) well of 100 

µm in diameter.  
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(b) 

(a)  (b) 

Fig. 9. Change in cell fluorescence during sonoporation. (a) Differential interference 

contrast image of cell before US expojure. (b) Fluorescence image of after ultrasound 

exposure. (c) Temporal variation of PI fluorescence intensity of sonoporated cell. 

 

Fig. 8. Cells cultured in (a) well of 

50 µm in diameter and (b) well of 100 

µm in diameter.  
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(a) (b) (c)
図７　ウェル内に培養した細胞のソノポレーション実験の一例．(a)細胞の微分干渉像．矢頭の位置の
位置に細胞に付着した微小気泡が見える．(b)ソノポレーション後の同視野のPI蛍光像，点線で囲まれ
た細胞内でのPI蛍光が膜損傷の発生を表す．(c)細胞内のPI輝度積算値の時間変化．
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